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論文内容要旨
 Enzyme-linkedimmunosorbentassay(ELISA)による肺炎マイコプラズマ抗体の測定
 に関しては2,3の報告があるにすぎない。
 私は第1報でBusoloの原法の諸条件を検討し,マイクロタイタープレートを用いて肺炎マイ
 コプラズマの抗体を測定するELISA変法を確立した。
 使用したアルカリフォスファターゼ標識抗ヒトIgGおよび抗ヒトIgMヤギ血清はそれぞれヒ
 トIgG,IgMと強く反応したほかに,それぞれヒトIgM,IgGとも反応したがその程度は弱
 く,この酵素標識抗体を用いてIgG,IgM抗体を測定できることを明らかにした。
 マイクロタイタープレートでELISAを行なう際にみられる辺縁のウェルと中央のウェルとの間の吸
 光度のばらつきは,プレート全体をアルミフォイルでおおって一定温度に保つことで除去できた。
 抗原をプレートに感作する方法として,肺炎マイコプラズマをウェルで直接培養する方法と,
 超音波処理をしない肺炎マイコプラズマ浮遊液,または超音波処理をした浮遊液をウェルに加え
 る方法の3法を比較した。超音波処理をした浮遊液を用いる方法が最も吸光度のばらつきが少な
 く,高い吸光度を示した。
 感作する至適抗原量を決めるために蛋白量をかえて抗原を感作し,補体結合(CF)抗体陽性
 血清と陰性血清のELISA抗体を測定した。蛋白量12.5μg/we11が至適抗原量であった。
 非特異反応は,L被検血清をウェルに加える前に1彩bovinesemmalbumin(BSA)を
 含むPBS-Tween20(PBST)・で各ウェルを処理する,2.被検血清希釈液に1彫BSAを
 加える,3.酵素標識抗体希釈液に5%BSAを加える,の3方法をすべて行なうことによって
 最もよく除去できた。
 各ステップ毎のプレートの洗浄はPBSTを用いて原法の2回に対して3同ずつ行なった。
 被検血清と酵素標識抗体の階段希釈液をつくり,それぞれの組合せでCF抗体陽性血清と陰性
 血清のELISA抗体を測定した。酵素標識抗体は1:800希釈液,被検血清は1:100希釈液を
 用いるのが至適条件であった。
 リウマチ因子陽性の血清はELISA法において偽陽性IgM反応をおこす乙とを確認した。こ
 の偽陽性反応は被検血清をproteinA-Sepharoseで前処理することで除去できた。一方この
 処理は肺炎マイコプラズマ抗体陽性血清のIgM抗体測定には影響しなかった。以後IgM抗体
 測定には血清はすべてこの処理を行なった。
 以上のようにして肺炎マイコプラズマ抗体を測定するELISABusolo法変法を確立した。
 この方法でCF抗体陽性の血清のELISA抗体を5回測定した。IgG,IgM抗体の吸光度の
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 ̀i::変異の幅は0.15以内であった。次にCF抗体陽性血清の2倍階段希釈のELISA抗体を測定し
 た。希釈度に4倍の差がある各希釈液間の吸光度の差はIgG抗体では0.148以下,IgM抗体で
 は0.131以下であった。従って2検体間の吸光度の差が0.15以上は抗体量に差があるといえる。
 2歳以下の小児で肺炎マイコプラズマ抗体陰性の34血清のELISA吸光度のM+3SDは工gG
 は0.20,IgMは0.16であったから,これらの値以上は抗体陽性であることを明らかにした。
 第2報においては肺炎マイコプラズマ感染症小児36名から経時的に採血した血清について
 廿ELISA抗体を測定した。
 IgG,IgM抗体はCF抗体と相関し,特にIgG抗体はCF抗体と強く相関した。IgG,IgM
 抗体は間接赤血球凝集(IHA)抗体と相関し,特にIgM抗体はIHA抗体と強く相関した。
 IgG,IgM抗体は発病後2週間以内に上昇した。IgG抗体は63病日までに,IgM抗体は28
 病田までにピークに達した。IgG抗体は長期間持続した。IgM抗体はIgG抗体より早く,多
 くは1～2カ月で消失した。従ってIgM抗体を検出すれば最近肺炎マイコプラズマに感染した
 ことを示していると考えてよい。
 大多数の患者ではCF,IHA抗体の上昇,高値はELISAIgG,IgM抗体の上昇,高値と
 一致したが,一致しない例もあった。
 IgG,IgM抗体の最高値は高熱群,肺炎群で高かった。IgG抗体の最高値は年齢が高いほど
 高かったが,IgM抗体では年齢との関係は認められなかった。
 肺炎マイコプラズマ分離陽性で,CFとIHA抗体が陰性で上昇しなかった患者の中にELISA
 抗体だけが上昇した例があった。肺炎マイコプラズマ感染症の診断にELISA法を併用すると診
 断率が上昇することを示した。
 肺炎マイコプラズマ感染の2流行年を含む長期間にわたり肺炎マイコプラズマの分離陰性で,
 CF,IHA,ブドウ糖分解阻止抗体陰性の小児の血清はELISA抗体も陰性で感染がなかった
 ことを示した。肺炎マイコプラズマ感染の流行がゆるやかであることを示した。
結論
 肺炎マイコプラズマ抗体を測定するELISABusolo法変法を確立し,肺炎マイコプラズマ
 感染症小児の血清抗体を測定した。この方法は肺炎マイコプラズマ感染症の特異的診断法として
 使用できることを明らかにした。
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 審査結果の要旨
 ELISA法による肺炎マイコプラズマの血清抗体の測定に関しては,2,3の報告があるにすぎない。
 著者は第一報においてBusoloの記載したELISA法の諸条件を検討し,マイクロタイタープレ
 ートを用いて肺炎マイコプラズマに対する血清抗体を測定するELISA変法を確立した。その変
 法の主な点は次のようである。
 プレートを一定温度に保つときアルミフォイルで全体を包むことによってウエル間の吸光度の
 ばらつきが除去できた。抗原をウエルに感作するのには,超音波処理肺炎マイコプラズマ浮遊液
 を用いるのがウエル間の吸光度のばらつきは最も少なく,吸光度も高かった。感作する肺炎マイコ
 プラズマ浮遊液の蛋白量は12.5μg/wellが至適であった。非特異反応は,ウエルに被検血清稀釈
 液を加える前に1%bovineserumalbumin(BSA)を含むPBS-Tween20で各ウエルを処理
 し,被検血清稀釈液に1%BSAを加え,酵素標識抗体稀釈液に5%BSAを加える,ことによっ
 て最もよく除去できた。酵素標識抗体は1:800,被検血清は1:100の各稀釈液の使用が至適条
 件であった。リウマチ因子陽性の血清は偽陽性IgM反応をおこし,これは被検血清をprotein
 A-Sepharoseで前処理することで除去できたから,IgM測定には血清はすべてこの処理を行った。
 肺炎マイコプラズマ抗体陰性の血清をこのBusolo変法で測定した成績から,ELISA吸光度
 IgGは0.20,IgMは0.16以上は抗体陽性を示すことを明らかにした。
 第2報においては,肺炎マイコプラズマ感染症小児36名から経時的に採血した血清について
 ELISA抗体を測定した。
 IgG,IgM抗体は補結(CF)抗体と相関し特にIgG抗体はCF抗体と強く相関した。IgG,
 IgM抗体は間接赤血球凝集(IHA)抗体と相関し,特にIgM抗体はIHA抗体と強く相関した。
 IgG,IgM抗体は発病2週以内に上昇したが上昇しない例もあった。抗体がピークに達するま
 での発病からの日数は,IgG抗体はIgM抗体より長かった。IgG抗体に比べ,IgM抗体の持
 続は短かく,多くは発病1,2カ月後に消失した。従ってIgM抗体を検出すれば,最近肺炎マ
 イコプラズマに感染したと診断して著しい誤はない。
 IgG,IgM抗体の経過中の最高値は,高熱群,肺炎群で高かった。IgG抗体の経過中の最高
 値は年齢が高いほど高値を示した。
 肺炎マイコプラズマ分離陽性でCFとIHA抗体上昇をみない患者の中にIgG,IgM抗体は上
 昇した患者がみられた。ELISAを併用することによって血清診断率は高くなる。
 著者は以上のようにELISA法による肺炎マイコプラズマ血清抗体の手技を確立し,肺炎マイ
 コプラズマ患者のELISA抗体の状況を明らかにした。
 新知見にとみ博士の称号を授與するに価する。
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